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Extraction process  ­  Acid  Alkali  Alkali  Auto­ claving  Acid  Acid 
Aspartic acid  47  46  46  47  52  46  53 
Glutamic acid  72  72  71  73  75  67  98 
Hydroxyproline  94  91  98  93  53  76  73 
Serine  39  35  37  33  69  37  27 
Glycine  337  330  333  335  345  340  233 
Histidine  5  4  5  4  8  9  ­ 
Arginine  48  49  46  48  51  54  91 
Threonine  17  18  17  18  25  26  31 
Alanine  107  111  112  116  107  120  107 
Proline  129  132  129  124  102  119  130 
Tyrosine  5  3  2  1  4  3  5 
Valine  20  26  20  22  19  17  19 
Methionine  4  4  6  4  13  9  9 
Cystine  ­  ­  ­  ­  <1  ­  <1 
Isoleucine  11  10  12  11  11  8  11
25 
Leucine  24  24  23  24  23  23  22 
Hydroxylysine  5  6  6  4  6  8  ­ 
Phenylalanine  13  14  12  14  13  12  20 
Tryptophane  ­  ­  ­  ­  ­  ­  ­ 





































































































Current Names of clays  Origin  Main clay Mineral Constituents  Remarks 








China clay  Hydrothermal  Kaolinite  Kaolins from Coenwall plastic, white burning 































































































































































































































































































































1.  Direct  intercalation  of  the  polymer  by  (a)  adsorption  from  solutions,  (b)  ion 
exchange reactions, or (c) polymer melt intercalation. 
2.  In  situ  intercalative  polymerization  in  the  interlayer  spaces,  which  requires  the 
previous  intercalation  of  the  monomer/s  and  a  second  step  to  induce  their 
polymerization­usually  activated  by  a  thermal  treatment  or  by  addition  of  a 
catalyst. 
3.  Delamination and entrapping­restacking of clay is a method that profits from the 
possibility  of  swelling  the  host  solids  by  separation  of  their  layers  using  an 
appropriated solvent or some specific treatment and then adding the monomer or 
the polymer to be intercalated. 


























































































































Gelatin  10.0  2.2  62  14.3 
Human 
albumin 
10.0  2.2  49  14.2 





























































































































































































































































2.  The physical  and mechanical  properties  can  be  enhanced by  adding  nano­sized 
layered  clay  materials  when  certain  conditions(content,  mixing  force,  pH,  clay 
type, pre­treatment of clay) are met. 





4.  The montmorrilonite  clays  saturated with  small,  monovalent  cations  (Li + ,  Na + ) 









7.  The  type  of  mechanisms  of  clay­organic  interactions  are  electrostatic,  van  der 

























1.  To  develop  a  laminate  film  comprised  of  PET/FG­clay  composite/LDPE  using 
conventional laminating machine for the application in retort pouch production. 
2.  Investigate  bond  peel  strength  between  each  layer  of  produced  PET/FG­clay 
composite/LDPE laminate film. 
3.  To  investigate  oxygen  barrier  property  of  produced  PET/FG­clay 
composite/LDPE laminate film at 0, 25, 50, 75% relative humidity. 
4.  Produce  laminate  film  comprised  of  PET/EVOH/LDPE  and  compare  bond  peel 
















































































































































































































































































































































0.0004028±0.0000007 cc·m / m 2  ·day·atm and oxygen permeability decreased to 





















































































































































































































































































































































































Researchers  have  investigated  various  approaches  to  modify  fish  gelatin  in  an 





and  others  2001;  Ramirez  and  others  2002;  Haug  and  others  2004)  can  improve  the 
mechanical properties of fish gelatin films or gels. The addition of chemical cross­linking 
agents,  such  as  glutaraldehyde,  formaldehyde  and  glyoxal  (Bigi  and  others  2001;  de 
Carvalho  and Grosso  2004) or  enzymes,  such  as  microbial  transglutaminase,  have  also 
been  shown  to  improve  the  properties  of  fish  gelatin.  The  chemical  cross­linkers  are 
toxic, which limits their use in food systems (Tseng 1990). Therefore, the use of enzymes 
as a cross­linking agent could be a better alternative for use in food packaging. 
Microbial  transglutaminases catalyze  the displacement of  the amide ammonia at 
the  γ  ­position  in  glutamine  residues  by  replacing  it  with  another  amine,  usually  a  ε­ 
amino  group  from  a  suitable  lysine  residue.  The  formation  of  ε­(γ­glutamyl)lysine 
isopeptide  bonds  results  in  the  incorporation  of  inter­ or  intramolecular  covalent  cross­
106 






















Nanoclay solutions were prepared by first dissolving 8 g of sorbitol in 100 mL of 50 o C 
degassed, distilled, and deionized water and stirred for 30 min at 50±5 o C. The 






































































































































































































































































































































































































































































































































































The introduction of nanometer­sized filler clay into the fish gelatin matrix improved the 






















































































6.2.3. Fish Gelatin­Nanoclay Composite Film Casting 













































































































































































































































































Figure 6.3. TEM observation at 50,000 magnification of FG (glycerol) film containing 
20% w/w clay content. 
Figure 6.4. TEM observation at 100,000 magnification of FG (glycerol) film containing 
20% w/w clay content. 
Figure 6.5. TEM observation at 50,000 magnification of FG (sorbitol) film containing 
20% w/w clay content. 
















Figure 6.3. TEM observation at 50,000 magnification of FG (glycerol) film containing 
20% w/w clay content.
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Figure 6.4. TEM observation at 100,000 magnification of FG (glycerol) film containing 
20% w/w clay content.
163 
Figure 6.5. TEM observation at 50,000 magnification of FG (sorbitol) film containing 
20% w/w clay content.
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Figure 6.6. TEM observation at 100,000 magnification of FG (sorbitol) film containing 
20% w/w clay content.
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Figure 6.7. Oxygen permeability of PET/FG/LDPE and PET/EVOH/LDPE laminates.
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Table 6.1. Hunter L, a, b and haze (%) of produced PET/FG­nanoclay composite/LDPE 
and PET/EVOH/LDPE laminate films. Values given as mean±SD from three 
determinations (n=3). 
A a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns L. 
B a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns a. 
C a­d indicate significant differences (P < 0.05) within columns b. 
D a­d indicate significant differences (P < 0.05) within columns Haze.
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Table 6.2. Bond peel strength of LDPE / FG and LDPE / EVOH laminates. Values given 
as mean±SD from three determinations (n=3). 
A a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns AVG Load. 
B a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns Maximum Load/width.
168 
Table 6.3. Bond peel strength of PET / FG and PET / EVOH laminates Values given as 
mean±SD from three determinations (n=3). 
A a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns AVG Load. 
B a­e indicate significant differences (P < 0.05) within columns Maximum Load/width.
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CHAPTER SEVEN 
GENERAL CONCLUSION 
The high­powered ultrasonifier treated nanocomposite film exhibited an 
exfoliated type structure with improved tensile strength and barrier properties and the 
films produced were uniform in thickness and relatively transparent. Nanocomposite film 
without the ultrasonifier treatment exhibited an intercalated type structure and showed 
improved tensile strength and barrier properties although not as good as exfoliated type. 
The result gathered by XRD and TEM observations confirms the difference in clay 
dispersion. Improvement of mechanical and barrier properties were achieved as a 
function of the clay content. The effect of homogenization on clay solution did not impart 
any changes in mechanical or barrier properties of produced nanocomposite films. At 
higher pH (pH > pI), the produced films showed poor mechanical and barrier properties 
compared to samples at lower pH and this due to electrostatic repulsion between the 
protein anion and the negatively charged montmorillonite surface. This study promotes 
the fact that clean ultrasonic energy contributes to the intercalation and exfoliation of 
unmodified montmorrilonite clays. The complete exfoliation of clay silicates without the 
use of chemical modification is significant both in terms of cost and biodegradability. 
MTGase treated protein­based nanocomposites have been successfully developed 
from a biopolymer. In the blends, the unmodified sodium montmorilonite clay was 
initially treated with a high­powered ultrasonifier in a solution of sorbitol and distilled 
water. The nano­clay solution was then added to a MTGase treated (0 to 50 min) fish 
gelatin solution and casted using a mechanical film caster. After the MTGase treatment,
170 
the viscosity of fish gelatin solution increased because of the cross­linking. MTGase 
treatment increased molecular weight, but decreased tensile strength. MTGase treatment 
had no significant effect on oxygen permeability, water vapor permeability, and 
elongation %. This can be explained by the fact that high molecular weight and large 
molecular dimension may cause failure to intercalate. Studies show that the MTGase 
modification did not significantly affect the mechanical and barrier properties as 
compared to native film. 
The biodegradable barrier layer based on fish gelatin­nanoclay composite film 
have been developed using conventional laminating machine. Even after lamination, the 
fish gelatin­nanoclay composite film show great oxygen barrier properties at RH up to 
50% of which were comparable to EVOH barrier films. Significant increase of OP can be 
observed for biopolymer films when the relative humidity increases from 60% to 90%. 
The fish gelatin­nanoclay composite film showed good adhesion characteristics. The 
laminate film can be produced using very simple, relatively rapid, and low cost 
technology that does not require expensive instrumentation. Therefore, it can be 
suggested that fish gelatin­nanoclay composite can be suitable for barrier layers in 
laminates for food packaging. 
For future studies, investigation of fish gelatin­nanoclay composite film using 
thermoanalytical techniques : differential thermal analysis (DTA), thermogravimetry 
(TG), differential scanning calorimetry, dynamic mechanical analysis (DMA), 
differential scanning calorimetry (DSC), and derivative thermogravimetry (DTG) etc. in 
order to investigate relationship between polymer and clay. Simultaneous recording of
171 
thermal curves obtained using multiple techniques can be of great significance due to the 
much greater possibilities for a fuller interpretation of results obtained. 
Transmission electron microscopy can be another field that requires further study. 
TEM investigation according to different degree of ultrasonification treatment and clay : 
water : plasticizer ratio can be a significant study in this field. To date, sufficient TEM 
image is not provided in order to thoroughly show difference in clay dispersion behavior. 
It has been proposed that intercalation of proteins into montmorillonite may 
produce important distortions and other conformational changes in both the secondary 
and the tertiary structure of proteins due to their confinement in the interlayer space of 
smectites. Using advanced spectroscopic techniques such as solid state high resolution 
NMR, any loss of entropy associated to the intercalation process.
